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SUl1unary 
A purification procedure for borohydride-reduced neutra1 and amino sugars using a 
small Dowex 1 (borate) co1umn was devis巴dto remove borate and some impurities re-
su1ting from the borohydride and samp1e. 1n addition， a hydrolysis condition which 
re1eased both neutr叫 andamino suga1's quantitative1y f1'om comp1ex carbohydrate was 
examined. 
On the basis of the results obtained， a gas chromatographic method fo1' simultaneous 
dete1'mination of neut1'a1 and amino suga1's was estab1ished as follows. About 1 mg of 
comp1ex ca1'bohyd1'ate is hydrolyzed in 1 ml of 2 N trifluo1'oacetic acid in an evacuated， 
sea1ed tube at 1000C for 15 h1'. To the hyd1'o1ysate a1'e added 100 μg of xy10se and 200μg 
of mannosamine as interna1 standards， and the mixture is evapo1'ated to d1'yness unde1' 
1'educed p1'essu1'e. The 1'esidue is disso1ved in 1 ml of distil1ed wate1'， and about 10 mg 
of sodium borohyd1'id巴isadded to l'巴ducethe sugars. Afte1' standing at 50C for 2 h1'， the 
mixture is adjusted to pH 5 with 1 N acetic acid to dest1'oy the excess bo1'ohydride， and 
evaporated to dryness， followed by repeated evapo1'ation with methano1. The 1'esidue 
is dissolved in 1 ml of 5 mM potassium borate， and the mixtu1'e ispassed th1'ough a co1umn 
(5 x 26 mm) of Dowex 1-X8 (200-400 mesh， bo1'ate). Afte1' washing with 2 ml of diト
til1ed wate1'， the a1dito1s adso1'bed on the co1umn a1'e e1uted with 2.5 ml of a mixtu1'e of 
conc. hyd1'och101'ic aci泌d幽-metl四
tゐ01口10w巴dby l'問ep巴凶at民巴d巴vapo1'ationwith m巴抗tharロ101. To the residue a1'e added 100 μg of 
fresh1y redistil1ed tetrahyd1'ofuran and 50μ1 of trifluo1'oacetic anhydride. The mixture 
is sonicated in an u1trasonic bath [01' 20 sec， and allowed to stand fo1' 5 min in an ice bath. 
A トμ1a1iquot of the 1'eaction mixtu1'e isana1yzed on a glass co1umn (0.4 x 200 cm) packed 
with 2% XF-1105 (nit1'i1e silicone) on acid旬washed，silanized Celite 545 in a gas ch1'oma幽
tograph equippecl with a hyd1'ogen flame ionization detecto1' 01' electron capture detector. 
By the pr巴:sentmethod， a mixtu1'e of 1'ibose， a1'abinose， mannose， glucose， galactose， 
glucosamine and galactosamine was sepa1'ated and dete1'mined satisfactorily. 
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糖のガスクロマトグラフィー (GLC) は，糖質研究において重要な微量分析法で-ある。糖の
GLCのために，種々の揮発性糠誘導体どカラム液相との組合わせが考案され，それぞれ特徴の
ある糠分析法となっている日
一般に，単糠の揮発性誘導体は GLCにおいて異性体に基づく 2-3偲のピークを与えるので，
数個の単糖を含む試料ではピークの重なりが生じ定量分析が閤難である.それゆえ複合糖質の構
成務分析では，単糖を水素化ホウ素ナトリウムで還元して異性体のない糖アノレコーノレlとかえた後，
これをアセチノレ誘導体として GLCを行う方法がもっぱら使われている. しかし，突i擦には水素
化ホウ索ナトリウムから生成するホウ酸塩や，試料l乙由来するアミノ酸などの爽雑物のために，
試料によっては揮発性糠誘導体の生成率が低く，分析値iこ:時現性が乏しい場合がしばしばある.
そこで著者らは，中性糖及びアミノ糠を水素化ホウ素ナトリウムで還元後，ホウ酸塩や炎雑物
を除去して糠アルコーJレを定量的に精製する方法を考案し，その精製糖アルコーノレのトリフノレオ
ロアセチノレ誘導体を GLCで分析して中性糖及びアミノ糠を何時に分離定量する方法を確立した。
中性糖及びアミノ糖の同時分離定盟法 1-2mgの複合糖質試料に 1mlの 2Nトリプノレオ
ロ酢酸を加えて減圧封管し，これを 1000C，15時間加水分解する. ζれに，内部標準物質として
100μg の xylose 及び 200μg の mannosamme を加え，減圧下で濃縮~!Z;闘する花園物を 1ml 
の水に溶解しlOmgの水素化*ウ素ナトリウムを加えて 50C，2時間還元する.つぎに， 1N酢
酸で pH5t<::調整して過剰の水素化ホウ lt~ナトリウムを分解した後，濃縮乾閤し， 1;迄閤物lとメタ
ノーノレを加えて蒋び滋紛乾闘する. これを 1mlの 5mMホウ酸カリウムに溶解し， Dowex 1-
x8カラム (200-400mesh，ホウ酸塩形， 5x26mm) !C過して糠アノレコーノレーホウ酸銭化合物を
吸着させる.カラムを 2mlの水で洗浄後，2.5mlの 1N取酸ーメタノーノレ(波塩酸:メタノー
ノレ=1: 11， v/v)で溌出し，溶liH夜を濃縮乾閉する泥沼物をメタノーノレl乙溶解して濃縮乾閉す
る操作を3間繰り返し， ホウ般をホウ放メチノレとして i徐去する. fGられた精製橋アルコーノレl乙
100μJのテトラヒドロフラン(特級試薬を蒸留したもの)及び 50μJのトリプノレオロ無水酢散を加
え， 20秒間超音波処理(溶解を促進させるため)をした後，氷水f:1"!乙5分開放置してトリプノレオ
ロアセチノレイ~3， 4) する. 0.5-2μJの反応液を次の条件でガスクロマト分析する.カラム:滋洗浄
及びシラン化処理をした Celite545 (80-100 mesh)に XFll05(nitrile silicone)を296コー
ティングしたものどを光喫したガラスカラム (0.4x 200 cm). キャリヤーガス:1遊楽，50ml/min. 
カラム温度:rlJtl:糠 1250C，アミノ糠 1550C，galactitolピークの出現後， 1250Cから 1550Cへ昇
温する.機器:水素炎イオン化検出器または電子捕獲検出器付・ガスクロマトグラブ.
実験方法
クジラ奥軟骨ケラタン硫酸 イワシクジラ (Balaenopteraborealis)のよ平軟骨から既報5)の方
法により調製した.
ウシ魚鱗ケラタン硫酸 ウシ角膜から Bhavanandanら6)の方法により調製した.
Galactitolの定盤 1 molのD-galactitolを過ヨウ素酸ナトリウムで酸化すると 2molのホル
ムアノレデヒドが生成するので， このホノレムアノレデ、ヒドをクロモトロープ酸試薬7)で定fまして
galactitol f誌を算出した.0.5mlの糠アルコール溶液 (0.1-0.8μmol/0.5ml)に0.5mlの 0.04M
過ヨウ素酸ナトリウムを加え，窓槌，暗所で30分間酸化した.0.3mlの反応液に 0.5mlの 0.2M
Eヒ酸ナトリウムを加え， 室温者所i乙30分間放置後，4mlのクロモトロープ酸試薬を加え，
1000C，30分間加熱して発色させた.流水で冷却後， 570nmで吸光度を測定した. ホノレムアJレデ
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ヒドの検査E線はD-glucitolを同様に処理して作成した.
Glucosaminitolの定盤 ニンヒドリン反応8) 1とよって定量した.標準 glucosaminitol塩酸
;壊は決の方法で調製した 500mgの N-ace匂，1一α-D-glucosamineを 10mlの71<1と溶解し， 200 
mgの水素化ホウ素ナトリウムを加え， 50Cで一夜還元した後， Dowex 50-x 8カラム (200-400
mesh， H+形， 1.2x7 cm)で Na+を除去し， 流出液を濃縮乾留した. これに， メタノーノレを加
えて濃縮乾闘する操作を繰り返し，ホウ酸を除去した.この乾閤物を 3N塩酸で 1000C，3時間
加水分解して脱アセチノレ化を行い，濃縮乾間後，水ーエタノーノレから結晶化した.この結晶は，
m. p. 160oC， [αJ~O 0。であった.
実験結巣
galaciose及び glucosamineの水素化ホウ素ナトリウム選元・ Dowex1カラム精製後における
galactitol及び glucosaminitolの屈収試験 galactos己及び glucosamineをそれぞれ本法の条
件で，水素化ホウ業ナトワウムで還元し， Dow巴x1カラムで処理した.流出波及び洗液は滋綴乾
国後一定;抵の水lζ溶解した(流出液画分).溶出j夜は 1mlずつ!狽次3個分取し，それぞれホウ酸
を除去して乾聞物とした後，一定最の水に溶解した(溶出液 1，I及び II).得られた4つの酒
分について Park.Johnson法9) で還元力を， 過ヨウ 762酸霊堂化後クロモトロープ酸試薬で
galactitol -設を，ニンヒドザン反応で glucosaminitoli立を測定し，結果を Table1 1と示した. 各
両分とも還元カを示さず，ほとんど全部の galactose及び glucosamineが溶出液 I及び IIIこ糖
アノレコールとして間収された.この結果から，本法の条件で，アミノ糠及び中性糖が定量的に糖
アノレコー ノレlと変わり， I=j:t住総アノレコー ノレと何様lζアミノ糠アルコールもホウ酸錯ー化合物となって
負に持活し， Dowex 1カラム(ホウ酸塩形)に吸着されることが磯認された. また， これらの
糠アルコールは 1N塩酸ーメタノーノレでカラムからほとんど問問'1乙溶出されることが判明した.
Table 1. Recoveries of galactose and glucosamine as their alditols after boro. 
hydrid巴reduetionfollowed by Dowex 1 treatment 
Fraction Galactitol Glucosaminitol Reducing sugar μmol μmol 
EfRuent ND* ND ND 
Eluate 1 5.9 6.8 ND 
Eluate I 7.0 5.7 ND 
Eluate III ND ND ND 
Each (14μmol) of galactose and glucosamine was reduced with sodium borohydride， 
and treated with Dowex 1 columns as described in the present method. 
* Not detected. 
僚2経糖混合物のガスクロマトグラム Fig.1は， fucose， ribose， arabinose， xylose， mannose， 
glucose， galactose， glucosamine， galactosamine及び mannosammeから成る標準糖混合物を，
本法で分析して得られたガスクロマトグラムである.生体中l乙広く見出されるこれらの糖が良好
に分離された.
トリフルオロ酢酸によるケラタン硫酸の加水分解 複合糖質の中性糠及びアミノ糖を同時に
分離定量するためには，これらの織を定量的に遊離させる加水分解条件を確立する必要がある.
トリプルオロ酢酸は，強い加水分解カを有し，また遊離された糖をほとんど破壊しないと考えら
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Fig. 1. Gas chromatogram of alditol triflllOrOacetates derived from a mixtllre of nelltral and amino 
sllgars. 
1， fllcitol; 2， ribitol; 3， arabinitol; 4， xylitol; 5， mannitol; 6， glucitol; 
galactitol; 8， glllcosaminitol; 9， galactosaminitol; 10， mannosaminitol. 
The mixture was consisted of 30μg of fllcose， 80μg of ribose， 80μg of arabinose， 80μg of 
xylose， 100 μg of mannose， 200μg of glllcose， 300μg of galactose， 300μg of glllcosamine， 
150μg of galactosamine and 240μg of mannosamine. 
7， 
れる10，11) ので， これを用いてクジラ品軟骨ケラタン硫酸の加水分解条件を調べた.すなわち，
ケラタン硫酸を 2Nトリプルオロ酢酸中で 1000C，4-20時間加水分解し，遊離された糖を本法
で定盈して各1憾の遊離曲線を求めた.Fig.2 rc.示したように， galactose及び mannoseは12時間
で最高値に逮し，その後は遊離糖の破壊がわずかに認められた.glucosamine及び galactosamine
はお時間で最高値に達し，その後は遊離:憾の破壊は認められなかった. fucose は4時間ですで
に最高伎に達し，その後の測定値は減少の一途をたどった.ζれらの結果から，ケラタン硫殺の
加水分解条件は 2Nトザフノレオロ酢酸中， 100oC， 15時間が至適であると考えられた.
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Fig. 2. Time COllrse of release of component sllgars from whale cartilage 
keratan slllfate by hydrolysis with 2 N trifllloroacetic acid. 
Keratan sulfate (1.5 mg) was hydrolyzed with l ml of the acid at 
1000C for variolls times in an evac口ated，sealed tllbe， and analyzed by 
the prescnt mcthod. 
15 10 
Time(hr) 
5 
各糖の検盤線 galactose， mannose， fucose， glucosamine及び galactosamineから成る各積
濃度の糖混合物を本法で分析し，各糖の内部標準物質l乙対する鷺量比とピーク苗積比との関係を
求めた.Fig.3 Iζ示したように，各糖の検盤線は原点を通る直線であった.
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Fig. 3. Calibration curves for galactose， mannose， fucose， glucosamine and 
galactosamine曹
Various mixtures ofthese sugars were treated with 2 N trifluoroacetic 
acid at 1000C for 15 hr・inevacuated， sealed tubes， and analyzed by the 
present method. Peak areas and wcight ratios wcre calculated by using 
xylose for neutral sugars and mannosamine for amino sugars as internal 
standards (iふ). Thc curve of mannose coincides with that of ga-
lactose. 
。
実際の定量l乙l祭しては，試料の分析に続いて標準用糖混合物(例えば mannose150μg， galac-
tose 150μg， glucosamine 200μg及び galactosamine200μgを含む糖混合溶液)を本法で分析
し，次式を用いて計算すると便利である.
ドごをι×土×と手一xW
.A αWj 
試料中の定長ましたい糖の最 (μg).
試料のガスクロマトグラムにおける
試料中の内部標準物質の最 (μg).
試料のガスクロマトグラムにおける内部標準物質のピーク商稜.
標準用糠混合物中の定量したい糖の量 (μg).
標準用糖混合物のガスクロマトグラムにおける定量したい糖のピーク面積.
W， : 標準用糖混合物中の内部標準物質の霊 (μg).
Ai : 標準用糖混合物のガスクロマトグラムにおける内部標準物質のピーク商積.
添加された糖の回収試験 分析徳の信頼度を権かめるために，クジラ鼻軟'見'ケラタン硫酸k
galactose， mannose， fucose， glucosamine及び galactosamineを添加して本法で分析し，添加さ
れた各糠の回収率を求めた (Table2). mannose， galactose， glucosamine及び galactosamineの
間収率は，加水分解中の糖の破壊などを考慮すれば満足すべき伎であった. fucoseの低い囲i民
主容は，加水分解中の fucoseの破壊に起因するものである.
ケラタン硫酸の中性糖及びアミノ糖の分析 クジラ鼻軟'骨ケラタン硫酸及びウシ角膜ケラタ
ン硫酸を本法で-分析し(内部標準機なし)，得られたガスクロマトグラムを Fig.4 1<:示した.軟
骨ケラタン硫酸では， galactose， mannose， fucose， glucosamine及び galactosamineが検出され
したい糠のピーク面積.
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Table 2. Recoveries of the added sugars from the hydrolysate of a mixture of whalc 
cartilage keratan sulfate and sugars 
Galactosamine 
Added 
Found 
150 
143土3.2
95 
Glucosamine 
150 
144土3.1
96 
Galactose 
100 
95こと2.1
95 
rvrannose 
100 
94土2.3
92 
Fucose 
?
ゅ
?
???
?
』?
?
?
?
? 、
?
?
。?
Recovcry 
To 1 mg of keratan sulfate were added 100 μg of galactose， 100μg of mannose， 50μg of 
fucose， 150μg of glucosamine and 150μg of galactosamine. The mixturc was hydrolyzed， 
and analyzed by the present method. Values are the mean土standarddeviation of five 
separate expenments. 
One mg of keratan sulfate contained 206μg of galactose， 45μg of mannose， 17μg of 
fucose， 207μg of glucosamine and 37μg of galactosamine. 
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Fig. 4. Gas chromatograms of alditol triftuor・oacetatesderived from whale cartilage keratan sulfate 
(WKS) and bovine corneal keratan sulfate (BKS). 
1， fucitol; 2， mannitol; 3， galactitol; 4， glucosaminitol; 
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5， galactosaminitol. 
た.ウシ角膜ケラタン硫酸では， galactose， mannose， fucose及び glucosamineは検出されたが，
galactosamineは検出されなかった. ζれらのケラタン硫酸の織成糖を本法で定量し，その結果
を比色分析によって得られた結果と共に Table3 K示した.アンスロン法12) では， galactose及
び mannoseは共に悶ーの発色E与を与え， fucose はほとんど発色しないので，その分析値は
galactose及び mannose K基づくものとみなすことができる.本法による中性糖の分析1宣
(galactose + mannose) はアンスロン法による分析自在に比べて 1096程度低かった.また，本法に
よる glucosamine及び galactosamineの分析伎は， Dowex 50カラムクロマトグラフィー13) に
よってこれらのアミノ糖を分別した後.Elson-Morgan反応14)で分析して得られた僚に比べて 5
%程度低かった.
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Tab1e 3. Neutra1 and amino sugar contcnts ofwha1c carti1agc keratan su1fatc (WKS) and bovinc 
cornea1 keratan su1fate (BKS) 
Samp1e Method Ga1actose lvlannose Fucosc G1ucos- Ga1actos-
arlllne amme 
れlKS GLC‘，) 20.6'10 4.46% 1.73% 20.7号。 3.66% 
Elson-Morganb) 21.3 3.85 
Anthronc 27.9* 
BKS GLCa) 24.9 3.12 O.H 25.7 ND** 
E1son司Morganb) 27.5 tracc 
Anthrone 31.2本
a) The present method. 
b) Aftcr the samp1e was hydro1yzed in 2 N hyclroch1oric acid at 1000C [or 16 hr， amino sugars wcrc 
separated on a Dowex 50 co1umn according to Gardell's method，13) and dctcrmined by E1sonω 
:tvlorgan reaction.14) 
吻 Asga1actose. ** Not detected. 
考察
複合糖質の檎成械を GLCで分析するには， まず駿加水分解によってJit糖を遊敵させた後，淡
縮乾盟して酸を除去しなければならない.一般に，加水分解剤には取酸が使用されているが，加
水分解及び濃縮I詑闘中l乙遊離絡の一宮{iが被壊される 15) この破壊は，アミノ縮では無視できる程
度であるが，中性糖では数1096にも及ぶ場合がある.酸加水分解において，中性糖のベントシド
結合及びヘキソシド結合は切れやすいが，アミノ糖のヘキソサミニド結合は切れ難い.従って，
中性糠及びアミノi憾の問時分離定fまには，アミノ糖を定量的に遊離させると共に，中性:憾の破壊
を最小限にとどめる加水分解・条約二が必要である.ケラタン硫酸の加水分解における構成機の遊離
曲線 (Fig.めから， トリフルオロ酢酸は，塩酸l乙匹敵する加水分解カでアミノ糠を遊離させ，
そのうえ fucose以外の中性糖をほとんど磁波しないことが確認された. このことから， トリフ
ノレオロ酢酸は複合糖質の加水分解剤として現在のところ最適のものと忠われる.軟骨ケラタン硫
酸は，一般の複合糖質に見出されるヘキソサミニ F結合及びヘキソシ F結合を有する16) ので，
本法で採用した加水分解条件は他の複合糠質にも適用できると考えられる.しかし，よりJE礁な
分析結果を期待する;場合には，個々の試料l乙最適の加水分解条件を求めることが望ましい.
籾iアノレコーノレの精製過程において Dowex1カラムに吸着された糖アルコーJレを定量的に溶
出するためには， lN塩酸では 5mlを要したが， lN混酸ーメタノーノレで、は 2.5mlで十分で
あった.ζの効果は，メタノーノレが糠アルコーノレーホウ酸錯化合物を部分的に分解するためであ
ろう.この塩酸ーメタノーノレの使用によって，溶出液の濃縮乾期が著しく容易になった.
糠を GLCで分析するには， まずトリメチノレシワノレ化，アセチノレ化などによって糠を揮発性誘
導体にしなければならない.アミノ糠誘導体のカラム中での安定性は，ドf:;性総誘導体と比較して
劣る傾向がある17) また，本法では，中性絡は 1250C，アミノ糖は 1550Cで分析されるので，内
部標準物質には適当な中性糖及びアミノ糖(試料lζ含まれていないもの)がそれぞれ必要である.
これらの内部標準物質は試料の加水分解淡に加えておくと，以後の礎縮，縫製過程における定量
性が保持されて好都合であった.
加水分解における糖の破壊をも反吹させた間収試験結来 (Table2)から， fucose以外の絡の
分析伎の信頼度は良好であることが確認された.fucoseは，加水分解時間を短縮して別に分析す
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る必要がある.
GLC における糠アルコールの分離については， トリメチルシリノレ誘導体lと対して良好な分離
を示すカラム液相が見当らない. しかし， アセチノレ誘導体は液相として ECNSS-M18)，EGS-
EGA-XE6019)及び PolyA-10320) を用いれば， また， トリフノレオロアセチノレ誘導体は XF-
11054)を用いれば良好な分離が得られる.
Fig.l I乙示したように， トリプノレオロアセチノレ誘導体-XF-1105の総合わせは，複合糖質の
構成糖から誘導されるすべての糖アルコールを良好に分離した.このほかトリプルオロアセチル
誘導体の利点としては，トリプルオロ事l~水酢酸が反IZ性 Iと宮;むので誘導体の調製が容易であるこ
と， トリフノレオロアセチノレ誘導体は， 揮発性がすぐれているのでアセチル誘導体に比べて 50-
600C 低視で分析できること， また，電子捕獲検出器を使用すれば ng単位の分析が可能である
ことなどをあげることができょう.
摘 喪
中性糖及びアミノ糠から成る複合糖質の構成糠を，ガスクロマトグラフィーによって向時に分
離定量する方法を考案した.
本法は，トリプルオロ酢殺を用いて試料を加水分解し，つぎに遊離した中性糖及びアミノ糖を
水素化ホウ索ナトリウムで還元して糖アノレコーノレとし，これを Dowex1 (ホウ酸塩形)カラムに
よって定量的に精製した後， トリフノレオロアセチノレ誘導体として XF-1105カラムを用いるガス
クロマトグラフィーで分析するものである.
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